é

3

UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CAMPUS JOAO DAVID FERREIRA LIMA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
AREA DE CONCENTRACAO: IMPLANTODONTIA

L

2

Renata Scheeren Brum

Producao de compésitos PEEK/NASF por microinjecio para aplicacdo em

Implantodontia

Florianopolis

2022






15



16

Renata Scheeren Brum

Produciao de compésitos de PEEK/NASF por microinjecao para aplicacio em

Implantodontia

Tese submetida ao Programa de Pds-Graduacdo da
Universidade Federal de Santa Catarina para a obtengo
do titulo de Doutora em Odontologia.

Orientador: Prof. Dr.César Augusto Magalhdes Benfatti
Coorientadora: Profa. Dra. Claudia Angela Maziero
Volpato

Florianopolis

2022



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,

através do Programa de Geracao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Scheeren Brum, Renata

Producdo de compésitos de PEEK/NASF por microinjecdo para
aplicagdo em Implantodontia / Renata Scheeren Brum ;
orientador, Cesar Augusto MagalhZes Benfatti,
coorientador, Claudia Angela Maziero Volpato, 2022.

99 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias da Salde, Programa de Pos
Graduagdo em Odontologia, Floriandpolis, 2022.

Inclui referéncias.

1. Odontoleogia. 2. Polimero; . 3. Biofilme; . 4.
Propriedades de superficie;. 5. Materiais biocompativeis;.
I. Magalhdes Benfatti, Cesar Augusto . II. Maziero
Volpato, Claudia Angela . III. Universidade Federal de
Santa Catarina. Programa de Pds-Graduag¢do em Odontologia.
IV. Titulo.

17



18



19

Renata Scheeren Brum

Producio de compositos de PEEK/NASF por microinjecio para aplicacio em

Implantodontia

O presente trabalho em nivel de doutorado seré avaliado por banca examinadora

composta pelos seguintes membros:

Prof. Dr. Jamil Awad Shibli
Universidade de Guarulhos (UNG)

Prof. Dr. Antdnio Pedro Novaes de Oliveira

Universidade Federal de Santa Catarina

Profa. Dra. Ariadne Cristiane Cabral da Cruz

Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta ¢ a versao original do trabalho de conclusao para obtengao do

titulo de doutor em Odontologia, na area de concentragdao de Implantodontia.

Documento assinado digitalmente

Mariane Cardoso
Data: 22/09/2022 09:36:37-0300
CPF: ***.647.159-**

Documento assinado digitalmente

Cesar Augusto Magalhaes Benfatti
Data: 21/09/2022 14:06:18-0300

CPF: ***.197.338-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. César Augusto Magalhdes Benfatti

Orientador

Florianopolis, 2022.



20



21

Eu dedico esse trabalho aos meus pais, Angela e Ronaldo.



22



23

PREFACIO

Eu me lembro bem da primeira vez que ouvi falar sobre o polimero PEEK — foi numa palestra
do francés Jean Paul Meningaud, no Congresso Brasileiro de Cirurgia e Traumatologia
Bucomaxilofacial, em 2013, no Rio de Janeiro. Na época, achei um tanto curioso ouvir sobre
um possivel material que pudesse substituir o titdnio — material que tanto revolucionou a
Odontologia, desde os estudos de Branemark, conduzidos nas décadas de 1960 e 1970. Pouco
tempo depois, o querido professor Ricardo de Souza Magini me convidou para fazer iniciagdo
cientifica e comentei com meu co-orientador na €poca, o entdo aluno de mestrado Juan Felipe
Dumes Montero, sobre meu interesse no PEEK e, para nossa surpresa, era justamente esse o
material com o qual ele estava trabalhando. Foi tipo a sensacdo de quando dois fas de Led
Zappelin se encontram. Isso foi em 2014. Desde entdo, ndo ha se passado um dia da minha vida
em que eu nao tivesse pensado sobre o PEEK. Tem sido o trabalho de uma vida e, portanto, a
finalizacao dessa tese ¢ também a consolidagdo de uma historia.

A Iniciacdo Cientifica me levou ao Mestrado, periodo no qual eu trabalhei arduamente e colhi
poucos frutos. Ao final do mestrado eu me encontrava frustrada, devido a longas horas no
laboratorio e em frente ao computador, sem ainda ter artigos publicados ou reconhecimento
académico. Eu também estava gravida da minha filha Isis e defendi a minha disserta¢do no
inicio de agosto de 2017. Em fun¢ao da gravidez eu ficava bastante tempo em casa e aproveitei
esse tempo para escrever um projeto para conseguir financiamento para minha pesquisa de
doutorado — estimulada pelo meu orientador César Benfatti e inspirada pela minha colega
Mariane Beatriz Sordi. Utilizei as criticas da banca para escrever o projeto para financiamento.
Em outubro de 2017 minha filha nasceu e em novembro do mesmo ano eu recebi a carta do ITI,
me informando que o projeto havia recebido o importante fomento. Foi um momento de grande
alegria para mim e para meu orientador.

Os artigos derivados da dissertagcdo s6 conheceram as paginas de jornais cientificos mais de um
ano depois da defesa: foram incansaveis correcdes, mas o resultado veio. O valor do
financiamento sé entrou na UFSC em 2019, devido aos processos burocraticos internos a
Universidade. Em 2020 houve o inicio da pandemia e o fechamento das portas da Universidade
por um longo periodo. Foram diversas dificuldades enfrentadas e para vencé-las precisei de
muita dedicagdo e muito trabalho, bem como de uma equipe, constituida de orientador, co-
orientadora, alunos de iniciacdo cientifica, colegas do CEPID, CERMAT e Vitrocer, gestores

de projeto da FAPEU, professores da Odontologia e da Engenharia de Materiais, técnicos do
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SENAL, entre outros. E para que eu pudesse trabalhar, eu também precisei fortemente da minha
rede de apoio, constituida da minha familia, da escola da minha filha, da baba dela, de amigos,
entre outros.

Eu imaginava que o doutorado seria apenas uma continua¢ao de tudo que eu havia vivido
previamente, mas foram os anos mais intensos da minha vida, diferente de tudo que eu conhecia.

Essa ¢ uma pequena parte da historia que existe por de tras dessa tese.
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RESUMO

Contextualizagdo: Poli-éter-éter-cetona (PEEK) ¢ utilizado na 4rea biomédica desde a década
de 1980 e tem recebido destaque na Odontologia, area para qual modificagdes como a
sulfonagdo e a produgdo de compodsitos apresenta-se interessante. Dados acerca das
propriedades fisico-quimicas e superficiais e de caracterizagao biologica de PEEK modificado
ainda sdo escassos. O objetivo dessa tese foi produzir, por microinje¢ao, compdsitos de PEEK
com fibras naturais de silica amorfa (NASF), tratados com acido sulfurico e/ou revestidos por
filmes poliméricos, a base de PEEK sulfonado enriquecido com furanonas (sf). Materiais e
métodos: PEEK grau médico foi moido. Metade do contetido foi misturada a NASF, numa
propor¢ao 70:30, em volume. Amostras cilindricas de PEEK e de PEEK/NASF foram
produzidas por microinje¢do. Metade das amostras de cada grupo foi imersa em &cido sulfurico
(PEEK-ac e PEEK/NASF-ac). Amostras com e sem tratamento acido receberam revestimento
de filmes poliméricos de SPEEK/furanonas (PEEK-sf, PEEK-ac-sf, PEEK/NASF-sf,
PEEK/NASF-ac-sf). A caracterizagdo fisico-quimica consistiu em: Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), difratometria de raios X (DRX), espectroscopia de raios X
por dispersao em energia (EDS). Analise de superficie foi realizada por avaliacdo do angulo de
contato, da rugosidade, de microscopia eletronica de varredura (MEV). Anélises biologicas
consistiram em analise da bioatividade in vitro, por meio da imersao das amostras por 3, 7, 14
e 21 dias em simulated body fluid (SBF), bem como em analise da citotoxicidade (ensaio MTT)
com células tronco derivadas de dentes deciduos esfoliados (1, 3 e 7 dias). Resultados: A
andlise de FTIR demonstrou que bandas caracteristicas de PEEK foram observadas em todos
os grupos analisados e que bandas caracteristicas de furanonas foram observadas nos grupos
com revestimento sf. No difratograma, observa-se pico de intensidade acentuada na regido de
25° A andlise de MEV das amostras demonstrou superficies mais homogéneas no grupo PEEK,
incorporagdao de NASF na matriz do polimero nos grupos PEEK/NASF e PEEK/NASF-ac. Nos
grupos com tratamento acido, micro-porosidades foram observadas. EDS evidenciou que
elementos quimicos como carbono, oxigénio, silicio e enxofre estiveram presentes de acordo
com o método de produgdo das amostras. A rugosidade entre os grupos variou de 1,283 pum
(PEEK) a 4,152 um (PEEK/NASF-sf), sendo os grupos PEEK/NASF-ac ¢ PEEK/NASF-ac-sf
com valores estatisticamente superiores aos demais grupos (p<0.05). O angulo de contato, por
sua vez, variou de 72,06° (PEEK/NASF-sf) a 98° (PEEK-sf), sendo ambos os grupos
estatisticamente diferentes do grupo controle PEEK (84,96°). A analise da bioatividade
demonstrou que o grupo PEEK-ac foi o que apresentou maior formacao de cristais precursores
de hidroxiapatita, especialmente apos 14 dias de imersao em SBF. Quanto a andlise de
citotoxicidade, as amostras PEEK-ac e PEEK/NASF-ac demonstraram viabilidade celular
inferior 4 de PEEK em todos os tempos experimentais, enquanto os grupos PEEK/NASF-sf e
PEEK/NASF-ac-sf demonstraram essa redugao apenas em 3 dias (p<0.05). PEEK-sfapresentou
aumento da viabilidade celular em 3 dias de experimento, em relagao ao grupo controle PEEK
(p<0.05). Conclusdes: O presente método de producdo de PEEK e seu composito, por
microinje¢do, adicionalmente tratados e/ou revestidos, apresenta-se como uma alternativa
viavel para producao de dispositivos biomédicos. Propriedades fisico-quimicas, de superficie e
biologicas adequadas foram obtidas, contudo, métodos de producdo adicionais sdo desejados
para neutralizar os efeitos deletérios do tratamento acido as SHEDs.

Palavras-chave: Polimero; Biofilme; Propriedades de superficie; Materiais biocompativeis;
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ABSTRACT

Background: Poly-ether-ether-ketone has been used at biomedical field since the 1980’s.
PEEK modifications, such as composite production and sulfonation process have been studied
for Dentistry applications. Data concerning modified PEEK physicochemical, surface and
biological properties are still scarce on literature. The aim of the present thesis was to produce,
through microinjection molding, PEEK composites enriched with natural amorphous silica
fibers (NASF), additionally treated with sulfuric acid or coated with a polymeric film based on
sulfonated-peek embedded with furanones (sf). Material and methods: Biomedical grade
PEEK was milled. Half of its content was mixed to NASF (70:30, volume). Cylindrical
specimens were obtained by microinjection (PEEK and PEEK/NASF). Samples were immersed
on sulfuric acid (PEEK-ac e PEEK/NASF-ac). Samples with and without acid treatment
received sf coatings (PEEK-sf, PEEK-ac-sf, PEEK/NASF-sf;, PEEK/NASF-ac-sf).
Physicochemical characterization consisted on: Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR), X-ray diffractometry (XRD) energy-dispersive X-ray spectroscopy. Surface
characterization comprised contact angle and roughness analysis, followed by scanning electron
micrograph (SEM) examination. Biological evaluation embraced in vitro bioactivity (3, 7, 14
and 21 days) and cytotoxicity (1, 3 and 7 days) tests — this one was performed using stem cells
from human exfoliated deciduous teeth (SHEDs) and the MTT assay. Results: FTIR analysis
revealed that PEEK characteristic bands were observed at all evaluated groups and that
furanone bands were observed on sf-coated groups. An intense peak of all groups was evidenced
at region 25° through XRD analysis. SEM images showed homogeneous surfaces of PEEK as
well as the incorporation of NASF at PEEK matrix on composite samples. When acid treatment
was performed, microporosity was observed. The EDS spectra showed that chemical elements
such as C, O, Siand S were observed, according to evaluated sample. Roughness varied from
1,283 um (PEEK) until 4,152 um (PEEK/NASF-sf), being PEEK/NASF-ac and PEEK/NASF-
ac-sf statistically superior when compared to other groups (p<0.05). Contact angle
measurements varied from 72,06 (PEEK/NASF-sf) up to 98° (PEEK-sf), being those two
groups statistically different from the control group PEEK (84,96°) (p<0.05). The group PEEK-
ac showed more pronounced hydroxyapatite precursors on bioactivity evaluation, especially
after 14 days of simulated body fluid immersion. Regarding cytotoxicity assays, samples of
PEEK-ac and PEEK/NASF-ac showed reduced cell viability on all experimental times, while
the groups PEEK/NASF-sf e PEEK/NASF-ac-sf showed this reduction only on the
experimental time of 3 days, when compared to the control PEEK (p<0.05). On the other hand,
PEEK.-sf showed cell viability improvement on experimental time of 3 days, when compared
to PEEK (p<0.05). Conclusions: The present method of PEEK and PEEK/NASF production,
through microinjection molding, with additional acid treatment and surface coating, is viable
for the production of biomedical devices. Interesting physicochemical, biological and surface
properties were achieved. However, additional production steps are desired in order to
neutralize deleterious effects to SHEDs, produced from acid treatment.

KEYWORDS: Peri-implantitis; Polymer; Biofilm; Surface properties; Biocompatible

materials;
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GLOSSARIO

Bioatividade. Propriedade de um biomaterial em induzir uma atividade biologica especifica, a
qual caracteriza-se pela formagdo de cristais de calcio e fosfato em sua superficie em testes in
Vitro.

Osseointegracao: Unido direta osso-implante. Anquilose funcional.

Toxicidade: Propriedade que a substancia ou produto tem de ser maléfica ao organismo.
Corrosao: Decomposi¢ao quimica gradual de metais.

Implante dentario: Dispositivo biocompativel e biofuncional, usualmente de titanio, instalado
na porcao alveolar dos ossos maxilares, com a intengdo de prover suporte para uma protese.
Pilar: Componente protético que une o implante dentario a prétese dentaria.

Cicatrizador: Dispositivo instalado acima do implante provisoriamente, anteriormente a
confeccao protética.

Transferente: Dispositivo utilizado para moldagem em Odontologia, o qual ¢ responsavel por
levar a um modelo de gesso a posi¢ao que o implante ou o pilar ocupa em boca.

Tecidos peri-implantares: tecidos moles (mucosa oral, epitélio do sulco, epitélio juncional,
adaptacao conjuntiva) e 0sso circunjacente ao implante;

Biofilme: Complexo ecossistema microbiano embutido na massa de polissacarideos
extracelulares, resultante da aderéncia, multiplicacdo e desenvolvimento de microrganismos
sobre superficies solidas, em ambiente liquido (em Odontologia, 1é-se, saliva).

Composito: Unido de mais de um tipo de material (polimero, metal, ceramica), os quais sao
insolaveis entre si e sdo desenhados para que se obtenha as melhores caracteristicas de cada
material que o constitui.

Polimero: palavra de origem grega, cuja definigdo ¢ “constituido de muitas partes”. Por partes
aqui se entende segmentos de mondmeros.

Osteoconducio: qualidade da superficie de um material que faz com que haja promocao de
formagao Ossea.

Células combustiveis: célula capaz de converter energia de um combustivel em eletricidade

através de uma reacao eletroquimica.
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1 INTRODUCAO

Desde a confirmagdo da biocompatibilidade de poli-éter-éter-cetona (PEEK), na
década de 1980, esse polimero tem sido amplamente utilizado para o desenvolvimento de
dispositivos médicos, especialmente no ambito da traumatologia ¢ da ortopedia (KURTZ;
DEVINE, 2007). Um dos motivos que torna o PEEK atrativo para a area biomédica inclui sua
resisténcia mecanica — o modulo de elasticidade do material encontra-se por volta de 3 a 4 GPa.
O polimero também apresenta compatibilidade com agentes de reforgo, tais como fibras de
vidro e de carbono e, dessa forma, ¢ possivel ajustar seu modulo de elasticidade a valores
semelhantes ao do osso humano (18 GPa) ou até mesmo ao do titdnio (110 GPa) (AREVALO;
PRUITT, 2020; LIN et al., 1997). Ademais, PEEK apresenta resisténcia quimica e a radiagao
adequadas, bem como elevada estabilidade térmica — suporta temperaturas de até¢ 300 °C sem
sofrer deformagdes, o que permite sua esterilizagdo (KURTZ; DEVINE, 2007). Além das
caracteristicas supracitadas, PEEK apresenta coloracdo clara — isso o torna favoravel para
aplicagdo em dreas estéticas da cavidade bucal (SCHWITALLA; MULLER, 2013). Dessa
forma, a utilizagdo desse polimero tornou-se uma realidade na Odontologia e ¢ especialmente
importante para a Implantodontia atual.

O aumento da utilizacdo de PEEK em Implantodontia deve-se ndo apenas as
propriedades favoraveis do material, como também devido a busca de materiais alternativos ao
titdnio. Este material apresenta indices de sobrevivéncia superiores a 95% quando utilizado para
implantes dentarios, como documentado por ensaios clinicos com mais de 10 anos de
acompanhamento (BUSER et al., 2012; DEGIDI; NARDI; PIATTELLI, 2012). Contudo, nos
ultimos anos, a toxicidade do titanio tornou-se uma preocupagdo (NORONHA OLIVEIRA et
al., 2018). Frente a corrosdo ou ao desgaste do titanio, ocorre a liberagdo de particulas metalicas,
as quais se alojam nos tecidos circunjacentes ao implante, podendo levar a inflamagdo e a perda
Ossea peri-implantar (KIM et al., 2019). Ainda que seja possivel utilizar o PEEK em
Implantodontia em diversas formas (cicatrizadores customizaveis, pilares provisorios,
transferentes protéticos, entre outros), modificacdes na sua composi¢ao € na sua superficie
fazem-se necessarias para que haja melhorias nas suas propriedades mecanicas e bioldgicas
(BRUM et al., 2020; LEE et al., 2012; RUALES-CARRERA et al., 2019).

As maiores limitagdes atuais do PEEK em sua forma pura, para pratica clinica em
Implantodontia podem ser citadas como segue: ) baixa resisténcia a fadiga, o que compromete

a integridade do material quando utilizado em regides de alta carga mastigatoria (LEE et al.,
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2012); II) auséncia de bioatividade, o que impede que haja osseointegracdo do material
(ALOTAIBI et al., 2020); IIT) acimulo de biofilme em sua superficie, o que o torna suscetivel
ao desenvolvimento de infec¢des peri-implantares (BRUM et al., 2020). Assim, estratégias para
aumentar a resisténcia a fadiga de PEEK, fornecer ao material bioatividade, bem como reduzir
a formacao de biofilme em sua superficie vem sendo buscadas. Entre as estratégias ja relatadas
na literatura, cabe aqui ressaltar as seguintes: I) Produ¢do de compdsito de PEEK enriquecido
com fibras naturais de silica amorfa (NASF) (MONICH et al., 2017a); II) Diluicao de PEEK
em acido sulfurico para incorporacdo de agentes antimicrobianos (MONTERO et al., 2017);
IIT) Recobrimento da superficie de PEEK com filmes poliméricos, os quais podem ser utilizados
para adicionar propriedades funcionais (BRUM et al., 2018).

O objetivo dessa pesquisa foi a producao de compositos de PEEK com fibras naturais
de silica amorfa pela técnica de micro-injecao, os quais tiveram tratamento superficial aplicado
para, entdo, receber um revestimento com filme polimérico enriquecido com furanonas.
Subgrupos foram desenvolvidos e tiveram suas propriedades fisico-quimicas e biologicas
analisadas e comparadas com o grupo controle PEEK. Tais resultados serdo apresentados e
discutidos nas sessdes subsequentes. A hipdtese € de que o desenvolvimento de compositos de
PEEK/NASF por micro-injegdo com tratamentos de superficie adicionais ¢ adequado para
obtencdo de propriedades fisico-quimicas, biologicas e mecanicas para utilizagdo em
dispositivos de interesse para Implantodontia. A hipotese nula ¢ de que nao havera diferenga
em relagdo as propriedades fisico-quimicas e biologicas entre os grupos teste, em relagdo ao
grupo controle PEEK, enquanto a hipdtese alternativa supde que havera diferenca em relagao
as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas entre os grupos teste, em relacao ao grupo controle

PEEK.

2 JUSTIFICATIVA

O presente estudo justifica-se, pois, busca, por meio de andlises fisico-quimicas e
biologicas, ferramentas para que se possa desenvolver um biomaterial a partir do PEEK. A
metodologia proposta para o desenvolvimento do presente estudo € Uinica e baseou-se nos
seguintes critérios para seu desenvolvimento: I) Necessidade clinica; II) Metodologias de
estudos prévios, bem como andlise critica de seus resultados para identificar possiveis
melhorias no processo de produgdo e verificagdo dos dados obtidos; III) Tecnologia, uma vez

que processos de producdo aprimorados puderam ser utilizados.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL:
Produzir e caracterizar compositos de PEEK/NASF produzidos por micro-inje¢do com

diferentes tipos de tratamento de superficie (tratamento acido e revestimento).

3.1.1 Objetivos especificos:

L Produzir e realizar caracterizacdo fisico-quimica e de superficie dos compdsitos
produzidos, bem como compara-los ao grupo controle PEEK;

IL Avaliar a bioatividade in vitro dos compositos produzidos e compara-los com o
grupo controle PEEK;

II1. Aferir a citotoxicidade dos compdsitos produzidos e compara-la com o grupo
controle PEEK, com a utilizagdo de células tronco de dentes humanos deciduos
esfoliados;

IV.  Discutir os resultados obtidos e definir futuros passos para o desenvolvimento de
produtos a base desses materiais para Implantodontia
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5REVISAO DE LITERATURA

5.1 POLI-ETER-ETER-CETONA NA AREA BIOMEDICA E ODONTOLOGICA
Do ponto de vista quimico, PEEK ¢é composto por uma cadeia aromatica principal,
interconectada por grupamentos éter. PEEK encaixa-se no modelo de polimero semi-cristalino,

o qual consiste em uma fase amorfa e outra cristalina.

OO~

Figura 1: Estrutura quimica de PEEK. Extraido de Kurtz, 2012.

O PEEK puro apresenta-se comercialmente em forma de pellets — os quais podem ser
convertidos a diferentes formatos por meio de técnicas de processamento. Entre essas pode-se
citar moldagem por inje¢do, por compressao, impressao 3D e CAD/CAM (KURTZ; DEVINE,
2007). O primeiro estudo a relatar a possibilidade de utilizagdo do PEEK na area biomédica
data de 1987 (WILLIAMS; MCNAMARA; TURNER, 1987). Na época, o polimero surgiu
como uma resposta a procura de um material isoeldstico, ou seja, um material que apresentasse
dureza semelhante ao osso(KURTZ; DEVINE, 2007). No estudo de Williams et al., 1987,
amostras de PEEK e de PEEK refor¢ado com fibras de carbono em diferentes proporgoes,
produzidas por moldagem por injecdao, foram envelhecidas in vitro em phosphate-buffered
saline (PBS) e implantadas subcutaneamente em ratos, por periodos que variaram de dois a seis
meses. In vivo, observou-se o encapsulamento fibroso dessas amostras, bem como a deposi¢ao
de tecido gorduroso na superficie dessas. A auséncia de reagdes de rejeicao do organismo de
ratos, somada ao fato de o envelhecimento in vitro nao ter provocado piora nas propriedades
mecanicas dos materiais testados fez com que os autores postulassem que o PEEK era digno de
mais estudos, para que sua relagdo com o osso fosse melhor compreendida e que, dessa forma,
se pudesse avaliar seu potencial para aplicacio na 4rea biomédica (WILLIAMS;
MCNAMARA; TURNER, 1987).

Subsequentemente, PEEK emergiu como um possivel candidato para substitui¢ao de
componentes metdlicos em trauma e em ortopedia e, entdo, tornou-se um produto
comercialmente disponivel em 1998, na forma de biomaterial para implantes, pela empresa
Invibio (Thornton Cleveleys, United Kingdom) (GREEN, 2006). O sucesso e as limitacdes da

utilizacdo do polimero como dispositivo ortopédico passou a ser relatado por diversos estudos
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clinicos ao longo dos anos (BRANTIGAN; NEIDRE; TOOHEY, 2004; TOTH et al., 2006;
WANG et al., 1999). PEEK passou a ser considerado um polimero biocompativel, porém sua
inércia biologica passou a preocupar alguns pesquisadores (TOTH et al., 2006). Tal propriedade
limita a fixagdo dssea do polimero e, como alternativa a esse problema, aumentar a
osteocondu¢do de PEEK tornou-se um objetivo a area cientifica (SOBALLE et al., 1993). Nesse
contexto, passou-se a utilizar revestimentos por spray de plasma a base de hidroxiapatita
(Cai0(PO4)s(OH)2) na superficie de diversos biomateriais — e nisso se inclui o PEEK
(SOBALLE et al, 1993; SUN et al, 2001). Também se utilizou da possibilidade de
incorporagdo de agentes bioativos a matriz do polimero, possibilitando o desenvolvimento de
compositos (MEENAN; MCCLOREY; AKAY, 2000). Atualmente, diversas estratégias para
incorporagdo de agentes de reforco na matriz de PEEK vem sendo testadas (principalmente
fibras de vidro e de carbono), bem como a utilizagdo de tratamentos de superficie do material
(deposi¢do de particulas de 6xido de titanio e de hidroxipatita, por exemplo) (RAHMITASARI
et al,, 2017). Contudo, grande parte desses estudos com modificacdes de PEEK para
Implantodontia limitam-se a estudos in vitro (RAHMITASARI et al., 2017).
Tradicionalmente, na area biomédica, PEEK ¢ utilizado nas seguintes aplicagdes:
implantes de coluna vertebral e de quadril, ancora de sutura, parafusos ortopédicos e reparo de
fraturas cranianas (KURTZ; DEVINE, 2007). Ja na area de protese odontoldgica, Skirbutis et
al. (2017) realizaram uma busca na literatura quanto a atual utilizacdo de PEEK. Os estudos
incluidos evidenciaram que o polimero ja ¢ empregado como pilar provisorio e definitivo de
proteses implantossuportadas, cicatrizador de implantes dentarios, como material para
confeccao de coroas protéticas fixas e para substitui¢do de infraestruturas metalicas de proteses
parciais removiveis (SKIRBUTIS et al., 2017). Apesar de suas inquestionaveis propriedades
favoraveis, o PEEK apresenta inércia biologica, ou seja, quando em contato com o 0sso ha
formagdo de um tecido fibroso na interface, ao invés da desejavel osseointegracdo, para
aplicagdo como implante dentario (SKIRBUTIS et al., 2017). Uma recente revisdo sistematica
buscou comparar a bioatividade e a capacidade de osseointegracdo de PEEK com a do titanio
(NAJEEB et al., 2016). Foram incluidos 5 estudos in vitro e 4 in vivo, sendo que a maioria dos
estudos incluidos demonstrou que o titdnio, quando comparado ao PEEK, apresenta maior
performance em termos de proliferagdo celular, angiogénese, maturagdo de osteoblastos e
osteogénese. Portanto, os autores postulam que o PEEK puro ainda ndo ¢ adequado para
utilizagdo em implantes dentdrios e que mais estudos laboratoriais e clinicos devem ser

realizados para obtencdo de maior bioatividade de PEEK (NAJEEB et al.,, 2016). Nesse
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contexto, diversas estratégias foram desenvolvidas ao longo da tultima década, para que se
aumentasse a resisténcia mecanica, a bioatividade de PEEK ou até mesmo para que se obtivesse
outras propriedades desejaveis, como a antibacteriana (MONICH et al., 2017b; UR REHMAN
et al., 2018; ZHANG et al., 2018).

| Cicatrizador " Pilaras provisdrios ” Transferentes protéticos || Tampa de protegéo |

Figura 2: Algumas das atuais aplicagdes clinicas de PEEK em Implantodontia. Imagem adaptada (BRUM et al.,
2020).

5.2 MODIFICACOES DE PEEK

O polimero PEEK pode ser facilmente combinado a certos aditivos, servindo de matriz
para o desenvolvimento de compodsitos (MONICH et al., 2017b).Os primeiros agentes de
reforgo incorporados a matriz de PEEK foram fibras de vidro e de carbono, os quais sdo capazes
de aumentar a dureza e a resisténcia mecanica de PEEK (JONES; LEACH; MOORE, 1985) —
o que ¢ desejavel, uma vez que para aplicacdo em Odontologia, o material deve ser resistente
aos esforcos mastigatorios. Nesse contexto, Schwitalla ez al. (2017) testaram em carga ciclica
de até¢ 2000 N, onze tipos de PEEK e seus compdsitos (foram adicionados a matriz,
separadamente, diéxido de titanio, bario sulfato, fibras de carbono, fibras de vidro curtas e
longas em diferentes proporgdes), produzidos por moldagem por extrusdo, intrusdo ou
pulstrusdo (SCHWITALLA et al., 2017). Observou-se que todos os materiais testados seriam
capazes de suportar a pressdo axial causada por esforcos mastigatdrios, que ha diferencas que
dependem do processo de manufatura e da quantidade de agente de refor¢o aplicado e que a
maior estabilidade mecanica foi encontrada quando o refor¢o utilizado foi o de fibras de
carbono longas (SCHWITALLA et al., 2017).

Assim, a incorporacdo de agentes de refor¢co a matriz de PEEK passou a ser utilizada
nao apenas para obten¢do de propriedades mecénicas superiores, como também para melhoria
da bioatividade de PEEK (YU et al., 2005). Por exemplo, Yu et al. (2005) produziram
compositos a partir da mistura homogénea de PEEK/HA (10, 20, 30, 40% em volume), com
subsequente compactacdo e sinteriza¢do para testar sua bioatividade em simulated body fluid

(SBF) em at¢ 28 dias. Observou-se um crescimento constante de cristais de apatita nas amostras



51

€ que esse crescimento era maior conforme aumentava a concentragdo de HA no composito
(YU etal., 2005). Nesse contexto, Monich et al. (2017) desenvolveram um compo6sito de PEEK
contendo 30% de NASF, previamente funcionalizados por atomizagdo ¢ acido citrico, por
moldagem a compressdo e subsequente sinterizagdo(MONICH et al., 2017b). Evidenciou-se
que o modulo de elasticidade do compoésito foi aumentado em 56%, enquanto que a
microdureza aumentou em 26.7%, em comparacdo ao PEEK puro. O compdsito de
PEEK/NASF demonstrou também alta citocompatibilidade com fibroblastos L929. Assim,
torna-se importante ressaltar que a utilizacdo de silica associada ao PEEK ja demonstrou
resultados favoraveis em termos de aumento da bioatividade e também de propriedades
antimicrobianas(UR REHMAN et al., 2018; ZHANG et al., 2018).

Outra possibilidade ¢ o tratamento de superficie das amostras para que se obtenha
maior rugosidade e hidrofilicidade, bem como o revestimento de PEEK com agentes
osteocondutivos, como o biovidro, hidroxiapatita, calcio-fosfato, titanio e biomoléculas (LEE
et al., 2013; NAJEEB et al., 2015; SHIMIZU et al.,, 2016). Por exemplo, Rehman et al/
produziram por radiofrequéncia um co-revestimento com nano-grupamentos de silica (60-
150nm) e PEEK/biovidro (80-90nm) em aco inoxidavel, com deposi¢cdo por eletroforese. Os
revestimentos permitiram a formacao in vitro de cristais de apatita na superficie do material,
bem como a adicdo de atividade antibacteriana contra Escherichia coli e Staphylococcus
carnosus (UR REHMAN et al., 2018). Outro estudo revestiu compositos de PEEK com litio
associado a nano-esferas de silica ou com polidopamina. Observou-se que nas amostras de
PEEK, o revestimento de litio com nanoesferas de silica foi capaz de promover maior
mineralizacdo in vitro, maior diferenciacao de células murinas estromais da medula 6ssea in
vitro e maior resposta Ossea in vivo, quando comparado com o PEEK revestido com
polidopamina e com PEEK puro. Os autores sugeriram, portanto, que tal revestimento pode ser
util para area odontoldgica (ZHANG et al., 2018).

Outra possibilidade de modificacdo de PEEK encontra-se em sua sulfonagdo, a qual
foi amplamente descrita na literatura devido a sua aplicacdo em células combustiveis como
membranas de trocas i0nicas, responsaveis por transformar energia quimica em energia elétrica
(CONCEICAO et al., 2008; HUANG et al., 2001). Devido a sua resisténcia quimica, PEEK ¢é
soluvel apenas em &cido sulfurico (KURTZ; DEVINE, 2007), quando se torna SPEEK
(MONTERO et al., 2017). Nesta forma, por sua vez, torna-se soluvel em diversos solventes
organicos — 0 que o torna conveniente para aplicagdes biologicas (MIDDLETON; TIPTON,

2000). Alguns estudos indicaram, inclusive, a possibilidade de empregar SPEEK em aplica¢des
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biomédicas (KALAMBETTU; DHARMALINGAM, 2014; MONTERO et al., 2017; ZHAO et
al., 2013). Nessa conjuntura, Zhao et al. (2013) produziram uma rede porosa nanoestruturada,
com grupamentos bio-funcionais na superficie de PEEK, por meio de sua sulfonagdo e imersao
em agua e agua com subsequente imersdo em acetona. Observou-se que, quando a sulfonagao
foi associada a imersdo em acetona, a fun¢do pré-osteoblastica in vitro foi superior, bem como
a osseointegracdo in vivo e a capacidade de formacao de apatita in vitro, sugerindo que essa
modificagdo pode ampliar a utilizacdo de PEEK como implantes ortopédicos (ZHAO et al.,
2013). Outro estudo demonstrou que por meio da utilizagdo do solvente dimetilsulfoxido, ¢
possivel dissolver o SPEEK para adi¢do de um composto anti-biofilme a base de lactamas
(MONTERO et al., 2017). Sugeriu-se que as propriedades desejaveis desse composto foram
mantidas apds incorporagao ao SPEEK, emergindo, dessa forma, como uma estratégia para
produzir biomateriais resistentes a contaminagao bacteriana (MONTERO et al., 2017).

Assim, Brum et al., (2019) avaliaram a citotoxicidade com fibroblastos L929 de
SPEEK produzido em dois tempos experimentais (1h, 1.5h), dissolvido em DMSO, para
obtencdo de membranas que entdo foram lavadas em tampao fosfato salino (PBS). Observou-
se que o método de produgdo e pds-producdo das amostras precisa ser aprimorado para que se
obtenha maior atividade metabolica e proliferacao celular na superficie (BRUM et al., 2019).
Ademais, um revestimento ao polimero PEEK foi obtido por meio da diluicdo de SPEEK em
dois diferentes solventes organicos (SPEEK+DMSO e SPEEK+DMF). A caracterizacao
revelou que a utilizagdo de SPEEK+DMSO na superficie de PEEK ocasionou modificagdes
fisico-quimicas menos abruptas, uma superficie mais regular e hidrofobica — o que pode ser
favoravel para menor adesdo bacteriana. Os materiais testados (PEEK, PEEK+SPEEK/DMF
ou PEEK+SPEEK/DMF) ndo apresentaram bioatividade, porém o revestimento € interessante
para possivel aplicagdo em Implantodontia, uma vez realizadas melhorias em seu

processamento (BRUM et al., 2018).

53 DOENCAS  PERI-IMPLANTARES E NOVOS BIOMATERIAIS PARA
IMPLANTODONTIA

O campo dos biomateriais para Implantodontia evoluiu imensamente nas ultimas
décadas. Se outrora buscava-se por materiais que apresentassem apenas biocompatibilidade ou
bioatividade, atualmente se busca por materiais inteligentes. Dessa forma, estratégias de
sinalizag¢do celular e molecular podem estimular a liberacdo de drogas que possam controlar o

ambiente frente a mudanca de temperatura e pH, por exemplo (SAKIYAMA-ELBERT;
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HUBBELL, 2001). Um estudo com implantes dentdrios que apresentavam superficie de
nanotubos de titanio, carregados com o antibidtico doxiciclina e revestidos com éacido poli-
lactico-glicélico (PLGA) buscou avaliar a liberagdo da droga frente a mudangas no pH, uma
vez que estimulos inflamatérios promovem mudangas no pH para valores inferiores a 7.
Observou-se, por meio de analise cromatografica, que, frente a um pH de 5.4, houve maior
liberagdo da droga, sem que houvesse prejuizo na biocompatibilidade dos implantes (ALECIO
et al., 2019).

A busca por alternativas anti-infectiva da-se pois doengas peri-implantares
apresentam-se como grande preocupagao para area de Implantodontia. Uma revisao sistematica
de 2017, a qual incluiu 47 estudos com ao menos 3 anos de acompanhamento avaliou a
prevaléncia da mucosite ¢ da peri-implantite (LEE et al.,, 2017). A prevaléncia da peri-
implantite foi estimada em de 9.25% a nivel de implantes e de 19.83% a nivel de pacientes. J&
a prevaléncia da mucosite mostrou-se em 29.84% e 46.83% a nivel de implantes e pacientes,
respectivamente. Adicionando complexidade ao tema esta o fato de que ndo existe consenso na
determinacdo do melhor protocolo para o tratamento das doengas peri-implantares, como
demonstrado por duas revisdes sistematicas(DAUGELA; CICCIU; SAULACIC, 2016;
NEMCOVSKY; SCULEAN, 2017). O tratamento ndo cirurgico para descontaminac¢ao da
superficie dos implantes parece ser efetivo para mucosite, porém resultados nao previsiveis para
peri-implantite sdo reportados, em estudos com periodos de acompanhamento entre 6 ¢ 60
meses (SUAREZ-LOPEZ DEL AMO; YU; WANG, 2016). Ja o tratamento cirtrgico da peri-
implantite demonstrou melhoras nas condi¢des clinicas, porém sem evidéncia que sustente a
superioridade de tratamentos regenerativos frente aos nio regenerativos (DAUGELA; CICCIU;
SAULACIC, 2016).

Entre as conclusdes de uma importante revisao sobre essa tematica, destacam-se os
seguintes aspectos: I) A falta de terapia de suporte em pacientes com mucosite coloca-os em
risco para o desenvolvimento de peri-implantite; II) Acimulo de placa bacteriana foi
estabelecido como um fator etioldgico primario para o desenvolvimento de doengas peri-
implantares; I1I) Tabagismo foi colocado como um fator modificador para o desenvolvimento
dessas doengas; IV) excesso de cimento na mucosa peri-implantar foi postulado como um fator
de risco; V) controle de placa por parte do paciente demonstrou-se como uma medida
preventiva efetiva; VI) consultas regulares e intervengdes profissionais foram capazes de

reduzir sinais clinicos de inflamac¢do; VII) medidas adicionais como utiliza¢do de antissépticos
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bucais, antibidticos locais ou sistémicos ndo pareceram ser efetivas na reducdo dos sinais de
inflamagdo (DAUGELA; CICCIU; SAULACIC, 2016).

Sabe-se que as espécies bacterianas da doenga peri-implantar sio muito semelhantes
aquelas encontradas na doenga periodontal, ou seja, em sua maioria sdo bactérias gram
negativas anaerobias. As infec¢des peri-implantares também sdo associadas a distintos micro-
organismos, como peptostreptococci ou staphylococci (MOMBELLI; DECAILLET, 2011).
Analises moleculares e metagendmicas também demonstraram que microorganismos
envolvidos na peri-implante sdo bacilos aerdbios gram-negativos, espécies anaerdbicas
facultativas, espécies black-pigmented, bacilos moveis e bactérias como Staphylococcus spp.,
Candida spp., Tannerella forsythia, Parvimonas micra, Fusobacterium necrophorum e
Campylobacter rectus (CHARALAMPAKIS; BELIBASAKIS, 2015). Como forma de
encontrar uma alternativa para prevengao das doencas peri-implantares, alguns estudos
propuseram tratamentos de superficie de pilares protéticos com agentes biocidas para prevengao
das doengas peri-implantares(SUGAWARA et al., 2016; XING et al., 2015). Outra estratégia
para prevengao dessas doencas esta no desenvolvimento de materiais com propriedades fisico-
quimicas que contribuam para a integracdo dos tecidos moles, isolando e protegendo os
implantes e o osso do ambiente oral(WEI et al., 2007).

Nesse contexto, torna-se importante citar o composto quimico furanona, de crescente
importancia terapéutica. Estd presente em agentes bioativos de origem natural e sintética. Ha
relatos na literatura de suas propriedades analgésica, anti-inflamatodria, anti-cancerigena, anti-
convulsivante, antibacteriana, antifiingica, antioxidante, entre outras(HUSAIN et al., 2019). Na
area de Implantodontia, alguns estudos ja utilizaram tal composto para produgdo de
revestimento de implantes (CHENG et al., 2012, 2021; KANG et al., 2019). Por exemplo,
nanoesferas de acido polilatico foi utilizado para incorporacao de furanonas ((Z-)-4-bromo-5-
(bromomethylene)-2(5H)-furanone) e posterior revestimento de titanio. O estudo demonstrou
que houve liberagao do antibacteriano por até 60 dias, apresentando agdo antibacteriana contra
as espécies Porphyromonas gingivalis e Actinobacillus actinomycetemcomitans(CHENG et al.,
2021). Assim, furanonas emergem como possiveis auxiliares para prevencao e tratamento das

doencas peri-implantares.
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6 MATERIAIS

6.1 MATERIAS PRIMAS E REAGENTES

56

As principais matérias primas e reagentes utilizados para producdo das amostras nesse estudo

estdo descritas na Tabela 1. Fotografias de PEEK e de NASF podem ser observadas nas Figuras

3 e 4, respectivamente.

Tabela 1: principais matérias primas e reagentes utilizadas na pesquisa.

Material Fornecedor/Marca Forma Tratamento adicional
Poli-éter-éter-cetona Acnis do  Brasil | Barra  de  PEEK | Moagem

(Sorocaba, Sdo Paulo, | diametro 8,00mm

Brasil) (VESTAKEEP 1 4 R -

ASTM F2026), 200¢g

Poli-éter-éter-cetona Invibio, Batch: D0602, | Pellets Sulfonacédo

grau NI1
Fibras Naturais de | Silexil (Ceramica Sdo | Fibras N3ao se aplica (N.A.)
Silica Amorfa Caetano, Grupo

Magnesita S.A.)
Acido sulfarico 98% | Synth Liquido N.A.
Dimetil-sulfoxido Synth Liquido N.A.
2(5H)-Furanone - 1G | Sigma-Aldrich Brasil | Liquido Diluicdo em alcool e

LTDA subsequente

incorporagao em

SPEEK/DMSO
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Figura 3: PEEK (VESTAKEEP 14 R - ASTM F2026), apds moagem.

.

Figura 4: Fibras naturais de silica amorfa, previamente a mistura com PEEK;



6.2 LINHAGEM CELULAR
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A linhagem celular utilizada nesse estudo para andlise de citotoxicidade ¢ descrita na Tabela 2.

Tabela 2: linhagem celular utilizada para teste de citotoxicidade.

com 5% de COa.

Linhagem Fonte Cultura e | Laboratorio
Armazenamento

Células tronco | As SHED sdo | DMEM com 10% | Laboratorio de

provenientes de dentes | provenientes do Centrode | de SFB (DMEM | Virologia  Aplicada

deciduos esfoliados | Processamento de Células | ndo osteogénico); (LVA, UFSC)

(SHED) Curityba Biotech™ 37 °C em atmosfera
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7 METODOS

7.1 PRODUCAO DAS AMOSTRAS

7.1.1 Producio de amostras de PEEK:

Um molde para inje¢do foi produzido para confec¢do de amostras na dimensdo de 5.3 x 2 mm.
As amostras de PEEK (n = 320) foram produzidas no Instituto Tecnologico do SENAI
(Joinville, SC), por micro-injecao. O equipamento utilizado foi uma micro-injetora (Allrounder
270 A AllDrive, Arburg, Alemanha), com aquecimento de 350 °C. Metade das amostras
produzidas foi entdo adicionalmente imersa em acido sulfurico individualmente por 5 minutos
em agitagdo de 210 rpm em temperatura ambiente, conforme descrito por ZHAO et al, 2013
(ZHAO et al., 2013). As amostras de PEEK puro intitulam-se PEEK, enquanto as amostras de

PEEK com tratamento acido intitulam-se PEEK-ac.

7.1.2 Producao dos compositos PEEK/NASF

A mistura do PEEK com as NASF, numa proporg¢ao 70:30 de volume (PEEK:NASF) deu-se a
partir de uma moagem a seco, com auxilio de um gira-jarro (modelo CT-240, Servitech) e 50
bolas densas de zirconia com diametro igual a 4mm. A moagem foi feita na velocidade de

rotagdo de 180 RPM por 1h. Observa-se, na Figura 5, o PEEK apds sua mistura ao NASF.

Figura 5: NASF misturado ao PEEK, previamente a microinjegéo.
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Por fim, as amostras de PEEK/NASF foram produzidas no Instituto Tecnologico do SENAI
(Joinville, SC), por micro-inje¢do, com a utilizagdo do mesmo molde e equipamento que
produziu as amostras de PEEK (Figura 6). Contudo, algumas alteragdes nos parametros foram
necessarias, como utilizacdo de temperatura de 450 °C. Metade das amostras produzidas foi
entdo adicionalmente imersa em acido sulfurico individualmente por 5 minutos em agitacao de
210 rpm em temperatura ambiente, conforme descrito por ZHAO et al, 2013 (PEEK/NASF-ac)
(ZHAO et al., 2013). As amostras de PEEK/NASF sem tratamento adicional intitulam-se
PEEK/NASF, enquanto as amostras de PEEK com tratamento acido intitulam-se PEEK/NASF-

ac.

Figura 6: Amostras produzidas por microinjecao;

7.1.3 Sintese de SPEEK e incorporacio de furanonas:

PEEK de grau biomédico foi funcionalizado por meio do processo de sulfonagdo utilizando
acido sulfurico 98%. Para tanto, em um baldo volumétrico, 1 g de granulos de PEEK foi
misturado a 25 mL de 4cido sulfurico em agitacdo constante durante 18 horas. A mistura foi

entdo aquecida a 50 °C durante 1 hora num agitador (C MAG HS 7 Control, IKA).
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Subsequentemente, a solucio foi vertida em um beaker contendo adgua destilada gelada, em
agitacdo constante, na qual o SPEEK foi precipitado. O produto final foi filtrado e lavado com
agua destilada até a neutraliza¢do do pH do meio. Assim, SPEEK foi seco em um forno a vacuo
(Tecnal, TE-395), a 80 °C, durante 72 h. Apd6s a secagem, SPEEK foi dissolvido em
dimetilsulféxido (SPEEK/DMSQO) em uma concentragao de 10% massa/volume. O agitador foi
utilizado para obtencdo de uma solucdo homogénea. A furanona sintética foi dissolvida em
alcool 95% e mantida em -20 °C. Subsequentemente a solu¢do de estoque de furanonas foi

diluida em SPEEK/DMSO em uma concentragao de 10 pg/ml.

7.1.4 Preparacio final das amostras:

Metade das amostras de PEEK, de PEEK/NASF, de PEEK-ac e de PEEK/NASF-ac foram
revestidos, através da técnica de dip coating, por filmes poliméricos de SPEEK/DMSO
embebidos com furanonas. Para secagem, as amostras foram colocadas em um forno a vacuo,
a 60 °C, por 72h. Para os ensaios biologicos, as amostras foram esterilizadas com 6xido de
etileno (Sterilab, Curitiba, Brasil). A nomenclatura das amostras finais encontra-se descrita na

Tabela 3, enquanto o fluxograma de processamento ¢ exposto na Figura 7.

Tabela 3: Nomenclatura e descri¢do das amostras produzidas

Nomenclatura Descricao N
1. PEEK Amostras de PEEK puro 80
2. PEEK/NASF Compositos de PEEK/NASF 80
3. PEEK-ac Amostras de PEEK adicionalmente tratadas com acido sulftirico 80
4. PEEK/NASF-ac Compositos de PEEK/NASF adicionalmente tratados com acido sulfarico 80
5. PEEK-sf PEEK revestido com filme de SPEEK/DMSO enriquecido com furanonas 80
6. PEEK-ac-sf PEEK tratado com acido sulfurico e revestido com filme de SPEEK/DMSO | 80

enriquecido com furanonas

7. PEEK/NASF-sf Composito de PEEK/NASF revestido com filme de SPEEK/DMSO | 80

enriquecido com furanonas
8. PEEK/NASF-ac-sf Composito de PEEK/NASF tratado com acido sulfurico e revestido com | 80
filmes de SPEEK/DMSO enriquecido com furanonas




Barrade |Moagem| Ppgde Mistura
> NASF
PEEK PEEK
Micro-injecao
Amostras Compositos de
de PEEK PEEK/NASF

Imerséo em acido sulfurico

k. hd

PEEK-ac PEEK/NASF-ac

Pellets de
PEEK

& Diluicdo em acido sulfurico ) ‘
Dip coating

| SPEEK |
l Diluigdo em DMSO

| SPEEK/DMSO |

l Incorporagéo defuranonas

SPEEK/DMSO

¥

-furanonas (-sf) PEEK-ac-sf PEEK/NASF-ac-sf

Figura 7: Fluxograma de processamento.
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7.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E DE SUPERFICIE

7.2.1 Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR):

Caracterizacdo por FTIR foi realizada por absorbancia, com resolugdo de 4 cm™, utilizando o
equipamento AGILENT TECHNOLOGIES — Cary 660 FTIR, na Central de Analises do
Departamento de Quimica da UFSC. Os dados foram computador utilizando o software Origin
8.0. As seguintes amostras foram caracterizadas por FTIR: PEEK, PEEK/NASF, PEEK -ac,
PEEK/NASF-ac, PEEK-sf, PEEK-ac-sf, PEEK/NASF-sf, PEEK/NASF-ac-sf.

7.2.2 Difrac¢ao de raios-X (DRX):

As amostras dos grupos PEEK, PEEK/NASF, PEEK-ac, PEEK/NASF-ac, PEEK-sf, PEEK-ac-
sf, PEEK/NASF-st, PEEK/NASF-ac-sf tiveram suas varreduras realizadas em triplicata, em um
difratometro Philips X Pert (LabMat, UFSC), por radiacao de cobre, o qual operou em 40kV e
30mA.

7.2.3 Microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de raios X por dispersiao em
energia:

A analise quimica dos constituintes das amostras, antes e apos os testes de bioatividade, foi
realizada através de microscopio eletronico de varredura (MEV), equipado com detectores para
espectrometria por dispersdao de energia (EDS - Energy-Dispersive Spectroscopy). Este,
permite a microandlise ao captar o resultado das interacdes dos elétrons primarios com as
superficies das amostras, sendo os raios-x analisados e interpretados por detectores da sonda
possibilitando andlise quantitativa e qualitativa. As seguintes amostras foram analisadas:
PEEK, PEEK/NASF, PEEK-ac, PEEK/NASF-ac, PEEK-sf, PEEK-ac-sf, PEEK/NASF-sf,
PEEK/NASF-ac-sf.

7.2.4 Analise da rugosidade e do Angulo de contato:

A rugosidade foi mensurada utilizando o pardmetro Ra, em um perfilometro (DektakXT
Profilometer), localizado no departamento de quimica da UFSC. O angulo de contato foi
avaliado com 4gua destilada, de acordo com o método de gotejamento em um gonidmetro
(Ramé-Hart Intrument Co.- modelo Ramé-Hart 250), no Laboratorio de Materiais (LabMat,
UFSC). Essas andlises foram realizadas em triplicata para as seguintes amostras: PEEK,
PEEK/NASF, PEEK-ac, PEEK/NASF-ac, PEEK-sf, PEEK-ac-sf, PEEK/NASF-sf,
PEEK/NASF-ac-sf.
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7.3 ANALISES BIOLOGICAS

7.3.1 Avalia¢ao da bioatividade:

Uma solugdo de fluido corporal simulado (SBF) foi preparada de acordo com o método descrito
por Kokubo (KOKUBO; TAKADAMA, 2006). Amostras dos grupos PEEK, PEEK/NASF,
PEEK-ac, PEEK/NASF-ac tiveram sua bioatividade avaliada. As amostras foram pesadas
previamente ao experimento e entdo imersas em SBF a 37 °C por 3, 7, 14 ¢ 21 dias, com
pesagem adicional ao final do experimento. Os espécimes foram lavados gentilmente com agua
destilada e entdo foram secos. Entdo foram recobertos por uma fina camada de ouro para serem

caracterizados por EDX e MEV, conforme descrito no item 7.2.3.

7.3.2 Avaliacao da citotoxicidade:

A avalia¢do da citotoxicidade dos grupos PEEK, PEEK/NASF, PEEK-ac, PEEK/NASF-ac,
PEEK-sf, PEEK-ac-sf, PEEK/NASF-sf, PEEK/NASF-ac-sf foi analisada por meio do ensaio
colorimétrico MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (CellTiter
96®, Promega). Os tempos experimentais utilizados foram de 1, 3 e 7 dias. Células tronco
originadas de dentes deciduos esfoliados foram utilizadas (SHED). DMEM suplementado com
10% de FBS foi utilizado para a cultura celular das SHEDS. As células foram colocadas no
pogo de cultura de células de 96 pogos numa densidade de 7 x 10° células por pogo, numa
temperatura de 37°C, com 5% de CO,. PEEK foi considerado o grupo controle (100% de
viabilidade). Para os testes colorimétricos, a solucdo de MTS foi dispensada nos pogos e
incubadas de acordo com as recomendag¢des do fabricante. A absorbancia foi medida em 490
nm, com a utilizagdo de um espectofotdometro (Infinite M200, TECAN, Austria GmbH). A

porcentagem de células vidveis foi calculada em relagdao ao grupo controle PEEK.

7.4 ANALISE DOS RESULTADOS

Analise quantitativa e descritiva das observacdes foi realizada, com o auxilio da obtengao de
graficos e tabelas. Complementarmente, comparacdes entre grupos e andlise estatistica dos
dados obtidos foi executada utilizando o teste ¢ de student para variaveis com duas populacdes,
enquanto a analise de variancia ANOV A one-way seguida de teste de Tukey foiutilizada quando
mais de duas populagdes estavam presentes. Para ambas as andlises, um nivel de significancia

de 95% foi utilizado.
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8 RESULTADOS

8.1 CARACTERIZACAO

8.1.1 FTIR

Bandas convencionalmente associadas a cadeia aromatica de PEEK sdo observadas em todos
os grupos analisados (925, 1158, 1490, 1594, 1650 cm™). Por outro lado, bandas caracteristicas
da presenca de grupamentos sulfonicos (709, 1024, 1080 cm™), derivados do tratamento com
acido sulfurico, ndo foram observados nos grupos esperados (PEEK-ac, PEEK/NASF-ac,
PEEK-ac-sf, PEEK/NASF-ac-sf). Da mesma forma, bandas caracteristicas da presenga de silica
(790, 1067 cm™) ndo foram observadas nos compositos (PEEK/NASF, PEEK/NASF-ac,
PEEK/NASF-sf, PEEK/NASF-ac-sf). A presenca de furanonas foi confirmada pela presenca da
banda 850 cm™ nos grupos PEEK-sf, PEEK/NASF-sf, PEEK-ac-sf ¢ PEEK/NASF-ac-sf.
Observa-se que a maior diferenca entre os diferentes métodos de producao das amostras nao
resultou na presenca de novas bandas e sim no aumento ou diminuicdo da intensidade de bandas
especificas, como a localizada nos seguintes pontos: 925, 1158, 1490, 1594 e 1650 cm™. Os

resultados acima descritos estao evidenciados na Figura 8.
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Figura 8: Espectro FTIR dos grupos analisados.
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8.1.2 DRX

A semi-cristalinidade de PEEK e dos compositos de PEEK/NASF, com tratamento de acido
sulfurico e/ou revestimento de filmes poliméricos—sf foi comprovada por meio da analise de
difratometria de raios-X, como observado na Figura 9. Observa-se padroes de cristalinidade
semelhantes entre os grupos analisados, com picos cristalinos em 26 localizados principalmente

na regido de 20 e 25°.

PEEK/NASF-ac-sf

PEEK/NASF-sf

PEEK-ac-sf

PEEK-sf

PEEK/NASF-ac

Intensidade (u.a.)

PEEK-ac

PEEK/NASF

PEEK

10 20 30 40 50 60
20 (graus)

Figura 9: Padrdes de difragdo de raios-X dos grupos analisados.

8.1.3 MEV

Imagens de microscopia eletronica de varredura, obtidas do grupo controle PEEK, evidenciam
uma superficie homogénea, conforme observado nas imagens dispostas na Figura 10 (A, B e
C). Além disso, o espectro EDX evidenciou a presenca de elementos associados a cadeia
aromatica principal do polimero, ou seja, carbono e oxigénio (Figura 9, D). As imagens de
MEV obtidas do grupo PEEK/NASF também demonstram uma superficie homogénea, porém,
as fibras naturais de silica amorfa sdo facilmente visualizadas na matriz do polimero, conforme
observado na Figura 11 (A, B e C). O espectro EDX desse grupo mostra a presenca ndo apenas

de carbono e oxigénio, como também de silicio (Figura 11, D). As imagens obtidas do grupo
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PEEK-ac evidenciam uma superficie menos homogénea, a qual apresenta aparente porosidade,
caracterizada por micro orificios circulares (Figura 11, A, B e C). O espectro EDX desse grupo
evidencia a presenca de carbono, oxigénio, como também de enxofre (Figura 12, D). Por sua
vez, as imagens obtidas de PEEK/NASF-ac também evidenciam essa superficie micro porosa,
bem como ¢ possivel visualizar as fibras naturais de silica amorfa incorporadas na matriz do
polimero (Figura 13, A, B, C). O espectro EDX evidencia a presenga dos elementos carbono,

oxigenio, silicio e enxofre.
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Figura 10: Imagens de MEV de amostras de PEEK nos aumentos de 100 (A), 200 (B) e 1000x (C). Espectro EDX
evidenciando os elementos quimicos presentes nas amostras (D).
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Figura 11: Imagens de MEV de amostras de PEEK/NASF nos aumentos de 100 (A), 200 (B) e 1000x (C). Espectro
EDX evidenciando os elementos quimicos presentes nas amostras (D).
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Figura 12: Imagens de MEV de amostras de PEEK-ac nos aumentos de 100 (A), 200 (B) e 1000x (C). Espectro
EDX evidenciando os elementos quimicos presentes nas amostras (D).
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Figura 13: Imagens de MEV de amostras de PEEK/NASF-ac nos aumentos de 100 (A), 200 (B) e 1000x (C).
Espectro EDX evidenciando os elementos quimicos presentes nas amostras (D).
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8.1.4 Analise da rugosidade e do Angulo de contato:

A rugosidade média dos grupos foi avaliada e a média do pardmetro Ra, mensurado em
micrometros encontra-se disposta na Tabela 4. A andlise estatistica ANOVA one-way foi
realizada, seguida do teste de Tukey. Num nivel de significancia de 95%, apenas o grupo
PEEK/NASF-sf demonstrou-se estatisticamente diferente do grupo controle PEEK.

Tabela 4: : Média e erro padrdo dos grupos analisados, quanto ao pardmetro Ra. O significa sem diferenca

estatistica, enquanto 1 significa que foi observada diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle PEEK
(p=0.05)

GRUPO MEDIA (um) | DESVIO PADRAO | Diferenca estatistica
PEEK 1,2 0,7 -
PEEK/NASF 2,9 1,1 0
PEEK-ac 2,6 0,5 0
PEEK/NASF-ac 2,2 0,6 0
PEEK-sf 1,2 0,6 0
PEEK-ac-sf 2,4 0,6 0
PEEK/NASF-sf 4,1 0,8 1
PEEK/NASF-ac-sf | 2,7 0,7 1

O angulo de contato dos grupos foi analisado e a média, em graus, encontra-se disposta na
Tabela 5, enquanto as fotografias obtidas durante a analise encontram-se expostas na Figura 14.
A andlise estatistica ANOVA one-way foi realizada, seguida do teste de Tukey. Num nivel de
significancia de 95%, os grupos PEEK-sf e PEEK/NASF-st demonstraram-se estatisticamente
diferente do grupo controle PEEK.

Tabela 5: Média e erro padrdo dos grupos analisados, quanto ao angulo de contato. 0 significa sem diferenca

estatistica, enquanto 1 significa que foi observada diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle PEEK
(p=0.05).

GRUPO MEDIA(®) | DESVIO PADRAO | Diferenca estatistica
PEEK 84,9 4,7 -
PEEK/NASF 87,2 7,1 0
PEEK-ac 74,2 8,5 0
PEEK/NASF-ac 76,4 5,6 0
PEEK-sf 98 5.4 1
PEEK-ac-sf 85,2 5,7 0
PEEK/NASF-sf 72 4,5 1
PEEK/NASF-ac-sf | 76,4 8 0
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Figura 14: Imagens dos angulos de contato obtidos dos grupos A) PEEK; B) PEEK/NASF; C) PEEK-ac; D)
PEEK/NASF-ac; E) PEEK-sf; F) PEEK-ac-sf; G) PEEK/NASF-sf, PEEK/NASF-ac-sf

8.2 ANALISES BIOLOGICAS

8.2.1 Bioatividade

As amostras tiveram seus pesos mensurados, em gramas, antes € apos 3, 7, 14 e 21 dias. Suas
médias e desvios padrdes sao exibidas na Tabela 6. Houve diferenca estatistica (p<0,01 — Teste
t student) entre as médias dos pesos do dia 0 e as médias dos pesos do dia 21 para o grupo
PEEK/NASEF (0,045 ¢ 0,0615g respectivamente), bem como entre as médias dos pesos do dia
0 e as médias dos pesos dos dias 7 e 14 para o grupo PEEK/NASF-ac (0,057; 0,054 e 0,064¢,
respectivamente).

Tabela 6: Média dos pesos das amostras, em gramas, nos tempos experimentais 0, 3, 7, 14 e 21 dias. Asterisco
significa diferenca estatistica em relagdo ao tempo 0 para o mesmo grupo (p<0,05).

GRUPO 0 3 7 14 21
PEEK 0,047 = 0,002 | 0,052 0,006 | 0,050 = 0,002 | 0,050 £ 0,016 | 0,054 + 0,000
PEEK/NASF | 0,045 + 0,002 | 0,055+ 0,002 | 0,050 = 0,005 | 0,060 + 0,002 | 0,0615 + 0,003*
PEEK-ac 0,057 £0,002 | 0,049 + 0,009 0,054 + 0,000 0,0573 £ 0,001 | 0,055=+0
PEEK/NASF-ac | 0,057 + 0,000 | 0,0541+0,001 | 0,054 +0,000* | 0,064 0,000* | 0,063 = 0,002
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Observa-se, na Figura 15, as amostras de PEEK, ap6s imersdao em SBF por 3, 7, 14 ¢ 21 dias,
nos aumentos de 200 e 1000x. Nao houve formagao de cristais de hidroxiapatita na superficie
do material do grupo controle. Apos 3 dias de imersdao em SBF, visualiza-se a presencga de
calcio, magnésio e silica no espectro EDS. Nos demais tempos experimentais, visualiza-se
principalmente elementos carbono e oxigénio, caracteristicos de PEEK. Visualiza-se, na Figura
16, as amostras de PEEK/NASF, ap6s imersao em SBF por 3, 7, 14 e 21 dias, nos aumentos de
200 e 1000x. E possivel observar a presenca de fibras naturais de silica amorfa incorporadas na
matriz de PEEK. Cristais de hidroxiapatita ndo sdo visualizados nas superficies do material. O
espectro EDS demonstra a presenga de célcio e fosfato nos tempos experimentais de 3 e 7 dias.
A Figura 17 apresenta as imagens de MEV do grupo PEEK-ac ap6s 3, 7, 14 e 21 dias de imersdo
em SBF. Formagao de cristais precursores de hidroxiapatita sao visualizados apds 3, 7 e 14 dias
de imersdo na solugdo, sendo o cristal mais evidente apresentado apds 14 dias de imersao
(Figura 18F). Além dos elementos caracteristicos de PEEK, sdo visualizados no espectro EDS
elementos enxofre, calcio, fosfato, potassio e s6dio. Nas amostras de PEEK/NASF-ac ¢ possivel
observar a formacdao de precursores da hidroxiapatita principalmente apos 3 e 14 dias de
experimento. O espectro EDS evidencia a presenca de elementos quimicos como carbono,
oxigénio, silica e enxofre, presentes devido ao processo de producdo das amostras, como

também de elementos resultantes da imersao em SBF (calcio, fosfato e sodio).
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Figura 15: Amostras de PEEK nos aumentos de 200 x (coluna da esquerda) e 1000 x (coluna da direita), nos
tempos experimentais de 3 (A,B), 7 (C,D), 14 (F,G) e 21 dias (H,I). Em cada linha o espectro EDS para cada tempo
experimental esta localizado ao lado direito.
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Figura 16: Amostras de PEEK/NASF nos aumentos de 200 x (coluna da esquerda) e 1000 x (coluna da direita),
nos tempos experimentais de 3 (A,B), 7 (C,D), 14 (F,G) e 21 dias (H,I). Em cada linha o espectro EDS para cada

tempo experimental esta localizado ao lado direito.
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Figura 17: Amostras de PEEK-ac nos aumentos de 200 x (coluna da esquerda) e 1000 x (coluna da direita), nos
tempos experimentais de 3 (A,B), 7 (C,D), 14 (F,G) e 21 dias (H,I). Em cada linha o espectro EDS para cada tempo
experimental esta localizado ao lado direito.
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Figura 18: Amostras de PEEK/NASF-ac nos aumentos de 200 x (coluna da esquerda) e 1000 x (coluna da direita),

nos tempos experimentais de 3 (A,B), 7 (C,D), 14 (F,G) e 21 dias (H,I). Em cada linha o espectro EDS para cada
tempo experimental esta localizado ao direito.
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8.2.2 Citotoxicidade
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Figura 19: Viabilidade celular de SHEDs, nos tempos experimentais de 1, 3 e 7 dias, dos grupamentos analisados.

Observa-se, na Figura 19, a viabilidade celular em porcentagem das SHEDS, sendo PEEK
considerado o grupo controle. Considera-se o grupo controle PEEK como 100% de viabilidade
celular. Dessa forma, observa-se que s grupos PEEK/NASF e PEEK-ac-sf ndo apresentam
diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle em nenhum tempo experimental (p>0.05),
tendo sua faixa de viabilidade celular variando entre 110 e 130% (PEEK/NASF) e 90-100%
(PEEK-ac-sf). Os grupos PEEK-ac e PEEK/NASF-ac, por sua vez, apresentaram redugdo
estatisticamente significante em todos os tempos experimentais (p<0.05), sendo que sua
viabilidade celular esteve entre 20 e 30% nos tempos experimentais (PEEK-ac) e entre 20-40%
(PEEK/NASF-ac). Os grupos PEEK/NASF-sf e PEEK/NASF-ac-sf apresentam-se sem
diferencga estatistica, quanto a viabilidade celular, nos tempos experimentais de 1 e 7 dias
(viabilidade celular esteve entre 40-80% no primeiro dia para ambos os grupos e entre 30-40%
no sétimo dia), enquanto no dia 3 houve reducdo significativa, sendo a viabilidade celular

apresentada numa média que esteve entre os valores de 30 a 70% (p<0.05). O grupo PEEK-sf
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apresentou viabilidade celular semelhante a de PEEK em 1 e 7 dias (entre 80-100%), enquanto
no tempo experimental de 3 dias houve aumento dessa em sua superficie (viabilidade celular
proxima a 130%), quando comparado ao grupo controle (p<0.05).

As imagens da Figura 20 (grupo PEEK) evidenciam a proliferacdo de SHEDs na superficie do
polimero, em todos os tempos experimentais. As imagens da Figura 21 demonstram a
proliferagdo de SHEDs na superficie do compoésito PEEK/NASF, nos tempos de 1, 3 e 7 dias.
As imagens da Figura 22 apresentam auséncia de proliferagdo celular de SHEDs nos tempos
experimentais de 1 e 3 dias. No tempo experimental de 7 dias, parece haver proliferagao celular
na superficie de PEEK-ac. Na Figura 23 ¢ possivel observar a superficie de PEEK/NASF-ac,
na qual ndo € observada a proliferagdo celular de SHEDs em nenhum tempo experimental. As
imagens apresentadas na Figura 24 demonstram a superficie de PEEK-sf colonizada por
SHEDs, nos tempos experimentais de 1 e 3 dias. J4 no periodo de 7 dias, nao € possivel observar
tais células na superficie. As imagens da Figura 25 evidenciam as superficies de PEEK-ac-sf
com proliferacdo e espraiamento celular de SHEDs, em todos os tempos experimentais
analisados. A Figura 26 apresenta proliferagdo celular de SHEDs nas superficies de
PEEK/NASF-sf nos tempos experimentais de 1 e 3 dias. Apds 7 dias de analise nao € possivel
visualizar as células na superficie. A Figura 27 apresenta as superficies de PEEK/NASF-ac-sf,

nas quais ndo houve proliferagcdo celular das SHEDs.
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Figura 20: Imagens do grupo PEEK, apos ter sido submetido ao teste de citotoxicidade, nos periodos experimentais
de 1, 3 e 7 dias, com células SHED.
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Figura 21: Imagens do grupo PEEK/NASF, apos ter sido submetido ao teste de citotoxicidade, nos periodos
experimentais de 1, 3 e 7 dias, com células SHED.



81

x 1000

x 2000

Figura 22: Imagens do grupo PEEK-ac, apos ter sido submetido ao teste de citotoxicidade, nos periodos
experimentais de 1, 3 e 7 dias, com células SHED.
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Figura 23: Imagens do grupo PEEK/NASF-ac, apos ter sido submetido ao teste de citotoxicidade, nos periodos
experimentais de 1, 3 e 7 dias, com células SHED.
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Figura 24: Imagens do grupo PEEK-sf, apos ter sido submetido ao teste de citotoxicidade, nos periodos
experimentais de 1, 3 e 7 dias, com células SHED.
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Figura 25: Imagens do grupo PEEK-ac-sf, apds ter sido submetido ao teste de citotoxicidade, nos periodos
experimentais de 1, 3 e 7 dias, com células SHED.
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Figura 26: Imagens do grupo PEEK/NASF-sf, apo6s ter sido submetido ao teste de citotoxicidade, nos periodos
experimentais de 1, 3 e 7 dias, com células SHED.
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Figura 27: Imagens do grupo PEEK/NASF-ac-sf, apds ter sido submetido ao teste de citotoxicidade, nos periodos
experimentais de 1, 3 e 7 dias, com células SHED.
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9 DISCUSSAO

A producdo de materiais compdsitos caracteriza-se por combinar dois ou mais materiais
(polimeros, metais ou ceramicas) e apresenta-se como uma eficiente rota para melhoria de
propriedades, especialmente aquelas relacionadas a aspectos bioldgicos e mecanicos (SUN et
al., 2013). A combinagdo polimero-ceramica ¢ uma opgdo interessante para producdo de
dispositivos que estdo em contato com 0 0sso, uma vez que essa combinac¢ao une a similaridade
das ceramicas com o 0sso humano e a versatilidade dos polimeros (ALIZADEH-OSGOUEI;
LI; WEN, 2019). Nesse sentido, o comp6sito PEEK/NASF ja foi produzido, com a obtengdo de
favoraveis propriedades mecanicas e biologicas (MONICH et al., 2017b). Tratamentos acidos
na superficie de PEEK também j4 foram descritos como capazes de melhorar fungdes pré-
osteoblasticas in vitro, bem como osseointegragdo in vivo (ZHAO et al., 2013). Ademais, a
sulfonacdo de PEEK j& foi utilizada para incorporagdo de agentes anti-biofilme e o filme
polimérico obtido ja foi utilizado para revestimento de PEEK (BRUM et al., 2018; MONTERO
et al., 2017). O método descrito nessa tese buscou unir as estratégias favoraveis previamente
descritas, por meio da producao de um compoésito de PEEK/NASF, adicionalmente tratado com

acido sulftrico e revestido por filmes poliméricos enriquecidos com agente antimicrobiano.

No que diz respeito a propriedades fisico-quimicas dos materiais produzidos, observa-se que os
diferentes métodos de producdo das amostras ndao resultaram na incorporacdo de bandas
caracteristicas esperadas, como aquelas de silica ou de grupamentos sulfonicos (709, 1024,
1080, 790, 1067 cm), e sim na alteragio da intensidade das bandas tradicionalmente
encontradas no PEEK. Tal achado ja foi previamente relatado por Rangsanamy et al. (2015) —
os autores produziram membranas de SPEEK com silica e observaram que houve diferenca na
intensidade das bandas de FTIR (1305 e 1280 cm™) conforme havia alteragiio na cristalinidade
dos polimeros obtidos (RANGASAMY et al., 2015). Os mesmos autores reportaram um grau
de cristalinidade de 44% para o PEEK — o qual diminuiu com a sulfonagdo do polimero. Os
filmes de SPEEK produzidos para o revestimento das amostras dos grupos PEEK-sf, PEEK-ac-
sf, PEEK/NASF-sf e PEEK/NASF-ac-sf seguiram a mesma metodologia de um estudo descrito
anteriormente, no qual o grau de sulfonacdo foi de 59% (BRUM et al., 2019). A partir dos
resultados apresentados, ndo ¢ possivel afirmar que hd uma correlacdo entre sulfonagdo de
PEEK e seu grau de cristalinidade. Contudo ¢ importante ressaltar que os padrdes de

cristalinidade apresentados pelas amostras estdo de acordo com aqueles apresentados por
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estudos que utilizam metodologias semelhantes, envolvendo sulfonacdo de PEEK e

incorporac¢ao de silica ao material (KUGARAJAH; SUGUMAR; DHARMALINGAM, 2020).

Quanto a andlise de superficie do material, observa-se que, de acordo com a classificagao
proposta por Albrektsson & Wenneberg (2004), os grupos PEEK e PEEK-sf encontram-se na
faixa de moderadamente rugosos (Ra entre 1 e 2 um), enquanto que os demais grupos sao
considerados rugosos (PEEK/NASF, PEEK-ac, PEEK/NASF-ac, PEEK/NASF-sf, PEEK-ac-
sf, PEEK-NASF-ac-sf (Ra acima de 2 pm) (ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2004). As
superficies de titanio inicialmente desenvolvidas para implantes dentarios eram lisas, com
rugosidade abaixo de 0.5 um. Ao longo dos anos, desenvolveram-se tecnologias para aumento
da rugosidade superficial do material, de maneira que a osseointegracao fosse potencializada —
por meio da criacdo de pequenas irregularidades ocorre ativagdo de proteinas plasmaticas,
plaquetas e osteoblastos (DOHAN EHRENFEST et al., 2010). Atualmente, os implantes
comercialmente disponiveis apresentam superficies minimamente rugosas, moderadamente
rugosas ou até mesmo rugosas (ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2004). Com essa
mudanca de paradigma, houve uma preocupacao: o aumento da rugosidade superficial de
implantes poderia causar aumento do acumulo de biofilme na superficie, aumentando as
chances de desenvolvimento de doengas peri-implantares (TEUGHELS et al., 2006). Uma
revisdo sistemdtica recente, a qual incluiu 5 estudos clinicos, buscou avaliar o papel da
rugosidade superficial de espécimes de titdnio na formacao inicial de biofilme — nao foi possivel
correlacionar maior formacao de placa bacteriana em superficies rugosas, quando comparadas
com superficies lisas (SCHEEREN BRUM et al., 2021).

O papel da hidrofilicidade dos materiais também tem sido discutido. Para uma rapida
osseointegracdo, deseja-se que o material apresente uma superficie hidrofilica, favoravel para
migracdo sanguinea, subsequente formagdo de codgulo e maturagdao da matriz dssea adjacente
ao implante (RUPP et al., 2018). Implantes considerados hidrofilicos apresentam angulo de
contato abaixo de 90°. Com excegdo do grupo PEEK-sf, todos os demais grupos encontram-se
nessa faixa de valores considerada hidrofilica, a qual parece ser mais favoravel para o
espraiamento celular (LE GUEHENNEC et al., 2007). Contudo, apesar de o grupo PEEK-sf ter
apresentado uma superficie hidrofobica (98°), foi o Unico a apresentar uma viabilidade celular
significativamente superior ao do grupo controle PEEK, no tempo experimental de 3 dias.
PEEK foi considerado como grupo controle, uma vez que sua biocompatibilidade ¢ altamente

reconhecida (KATZER et al., 2002; TORSTRICK et al., 2016). O aumento significativo da
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viabilidade celular de um grupo alternativo ao PEEK pode indicar que a incorporacdo de
agentes com propriedades funcionais (como a furanona adicionada ao filme polimérico) ¢
benéfica a viabilidade celular das SHEDs. Nesse contexto, Cheng et al. (2015) utilizaram
nanoparticulas de PLGA para incorporacdo de furanonas, o que foi utilizado para revestimento
de superficies de titdnio. O material revestido apresentou rugosidade superficial moderada
(aproximadamente 1 pm), angulo de contato hidrofilico (aproximadamente 40°) e houve
aumento da adesdo e da proliferacdo celular de osteoblastos, analisado pelo teste MTT e
comparado com o grupo controle de titanio polido (CHENG et al., 2015). Dessa forma, pode-
se presumir que uma superficie ideal contenha o agente funcional supracitado, associada a uma
rugosidade moderada e um angulo de contato hidrofilico.

A partir dos resultados obtidos nas analises de citotoxicidade € o fato de os grupos que passaram
por tratamento acido, especialmente os grupos PEEK-ac e PEEK/NASF-ac, terem apresentado
redugdo significativa da viabilidade celular em todos os tempos experimentais. O tratamento
acido proposto baseou-se no trabalho desenvolvido por Zhao et al. (2013), o qual imergiu
amostras cilindricas de PEEK em &cido sulfurico 98% por 5 minutos, para obtengdao de uma
rede nanoestruturada na superficie do material. Os autores encontraram que o tratamento
proposto foi capaz de aumentar funcionalidades de células pré-osteobldsticas, mas que a
presenca de acido sulftrico residual foi prejudicial a citocompatibilidade. Dessa forma, os
autores sugerem a utilizacdo de imersdao adicional em acetona (ZHAO et al., 2013). Outra
alternativa para reducao da liberacdo de acido residual ¢ por meio da imersdo em solugdes
isotonicas (BRUM et al., 2019).

Tais alternativas tornam-se ainda mais interessantes quando se analisa os resultados de
bioatividade, pois, observa-se que, justamente, a superficie de PEEK-ac apresenta maior
formacao de hidroxiapatita em sua superficie. Mesmo que a unido da silica ao PEEK tenha
apresentado resultados interessantes quanto a sua bioatividade em estudos anteriores (CHEN et
al., 2021; KIM et al., 2009; UR REHMAN et al., 2018), a incorporagao de silica amorfa a matriz
de PEEK (PEEK/NASF) ndao demonstrou aumentar a bioatividade, tampouco quando houve o
tratamento acido no compdsito (PEEK/NASF-ac). Isso pode ser explicado por diferencas
metodologicas, quando comparado a estudos anteriores, os quais ndo utilizaram a silica fora de
seu estado amorfo e seguindo metodologias distintas da utilizada na presente tese. Por exemplo,
no estudo de Ur Rehman houve ndo a produ¢do de um compdsito de PEEK/silica e sim a
producdo de um revestimento de silica com prata, o qual foi depositado em camadas de PEEK

e biovidro (80-90 um), as quais estavam acima de um aparato de ago inoxidavel (UR REHMAN
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et al., 2018). Ja Chen et al. (2021) observaram maior formagdo da camada de hidroxiapatia em
compositos de PEEK produzidos com adi¢do de silica e de grafeno, quando comparados a
compositos em que apenas silica foi adicionada a matriz do polimero (CHEN et al., 2021).
Contudo, vale reforcar que mesmo que uma superficie bioativa seja desejavel para aplicacio
em Implantodontia, a mesma s6 ¢ um pré-requisito para o desenvolvimento de implantes
dentarios. Caso o objetivo seja a producdao de pilares de proteses implantossuportadas,
cicatrizadores ou parafusos de cobertura, a bioatividade nao ¢ um pré-requisito, uma vez que
esses encontram-se em contato especialmente com a mucosa peri-implantar € ndo com o 0sso

peri-implantar.
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10 CONCLUSOES

Por meio desse estudo, observa-se que a producao de amostras de PEEK e de
PEEK/NASF ¢ possivel de ser realizada por micro-inje¢do, seguindo a metodologia
supracitada. Ademais, observa-se as seguintes questdes:

-O tratamento acido de PEEK e de PEEK/NASF resultou na formag¢ao de superficies
nas quais micro-porosidades sdo observadas;

-Anélises futuras permitirdo a observagao do papel do revestimento com filmes —sf em
superficies de PEEK e de PEEK-ac;

-As propriedades fisico-quimicas dos materiais produzidos evidenciam as mudancgas
ocasionadas pelos diferentes processos de produgdo para cada grupo e estdo de acordo com
resultados previamente reportados na literatura;

-Por meio da técnica descrita, obteve-se materiais com rugosidade superficial que
variou de 1,283 um (PEEK) a 4,152 uym (PEEK/NASF-sf), sendo os grupos PEEK/NASF-ac e
PEEK/NASF-ac-st com valores estatisticamente superiores aos demais grupos (p<0.05). O
angulo de contato na superficie dos materiais, por sua vez, ocasionou principalmente superficies
hidrofilicas (angulos inferiores a 90°), com exce¢ao de PEEK-sf, o qual apresentou uma
superficie hidrofobica (98°);

-A superficie de PEEK-ac foi a que apresentou maiores indicios de potencial bioativo,
contudo, a liberagdo de acido residual foi danosa as SHEDs;

-O grupo PEEK-sf apresentou superior viabilidade celular de SHEDs em relagao ao
grupo controle PEEK, ap6s 3 dias de experimento (analise MTT), apresentando-se como um
material promissor;

-Analises adicionais da citotoxicidade do material fazem-se necessarias apos ajustes
metodologicos quanto a liberacao de acido residual ao meio, bem como ao maior entendimento
do comportamento das amostras em meio liquido;

-Andlises mecanicas e microbiologicas sdo desejdveis em um proximo momento,
seguidas de testes in vivo e ensaios clinicos, para que se tenha maior compreensao da viabilidade
de transformar os achados experimentais dessa tese em produtos comercialmente disponiveis

para Implantodontia;
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